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RESUMO: Sabe-se que o pré-condicionamento isquémico tem a capacidade de minimizar as lesdes decorrentes do processo de
isquemia e reperfusdo. Recentemente foi descrito que o pds-condicionamento isquémico apresenta resultados semelhantes em
isquemia e reperfusdo miocardica, cerebral, renal e da medula espinhal, mas ndo ha relatos de utilizacdo deste método na
isquemia mesentérica. Objetivo: O objetivo deste estudo é avaliar o efeito do pds-condicionamento isquémico sobre a lesdo
tecidual na mucosa intestinal de ratos submetidos ao processo de isquemia e reperfusdo mesentérica. M étodo: Foram estudados
20 ratos Wistar, distribuidos em dois grupos: grupo A, em que se realizou isquemia (30 minutos) e reperfusdo (60 minutos)
mesentérica; grupo B, isquemia e reperfusdo mesentérica e, precedendo o inicio da reperfusdo, foi realizado o pés-condiciona-
mento isquémico. Ao final, ressecou-se um segmento do intestino delgado para andlise histolégica. Avaliaram-se os resultados
pela classificacao de Chiu e procedeu-se o tratamento estatistico. Resultado: As médias dos graus de lesdo tecidual foram: grupo
A, 3,5; grupo B, 1. A diferenca entre os grupos foi considerada estatisticamente significativa (p < 0,05). Conclusdo: Concluiu-se
gue o pos-condicionamento isquémico foi capaz de minimizar a lesdo tecidual na mucosa intestinal de ratos submetidos ao
processo de isquemia e reperfusdo mesentérica.

Descritores: Isquemia; Reperfusdo; Ps-condicionamento; Pré-condicionamento i squémico; Ratos; Experimentagdo Animal.

INTRODUCAO

Desde o primeiro relato de Isquemia
M esentérica descrito por Antonio Benivieni no final
do século XV muito se avangou no diagndstico etra-
tamento desta afeccdo!. O primeiro caso tratado de
formabem sucedidafoi descrito por Elliot? em 1895,
o qual realizou aresseccdo do segmento intestinal gan-
grenado exteriorizando os cotos intestinais naforma
de estomas, tratamento este até hoje muitas vezes
empregado. Em 1951, Klass® introduziu os conceitos
de que serianecessario restabel ecer o fluxo sangliineo

parao intestino isquémico, masviavel, e daimportan-
cia de se redlizar o diagndstico antes que a necrose
estivesse estabelecida. Realizou entdo a primeira
embol ectomiadaartériamesentérica parao tratamen-
to daisquemiaintestinal. A angiografia, descrita em
1966 por Aakhus®, a partir de 1973 passou a ser
utilizada para o tratamento dos casos de isquemiaar-
terial n&o-oclusiva pela injecdo de substancias
vasodilatadoras.

Apesar destes grandes avancos ataxa de mor-
talidade permaneceu elevada, fato explicado pela pu-
blicagdo de Parks e Granger® em 1986, que demons-
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traram ser a reperfusdo muito mais lesiva aos tecidos
do que aisguemiaisoladamente.

Também em 1986, Murry ecol.Strouxeram uma
grande contribuicdo para os conhecimentos da
fisiopatologia daisquemia e reperfusdo, ao apresenta-
rem o conceito do pré-condicionamento isquémico
(PrCl). Estes autores descreveram o efeito benéfico
de curtos periodos de oclusdo coronéria seguidos tam-
bém por curtos periodos de reperfusdo, antes de se
iniciar afase deisguemiapropriamente dita, observan-
do reducdo na lesdo miocardica isquémica em caes.

Embora os resultados de Murry e col .5 tenham
sido reproduzidos em varios outros 6rgaos, inclusive no
intestino, namaioriadas vezes aisquemiamesentérica
éidentificadajaquando as|esdes estéo instaladas, ndo
havendo oportunidade para emprego do pré-condicio-
namento.

Em 2003, Zhao e col.” apresentaram 0 conceito
do pds-condicionamento isquémico (PoCl), que consiste
narealizacdo de um ou mais ciclos curtos de reperfusio
seguidospor umoumaiscicloscurtosdeisquemia, imedi-
atamente apds a fase de isguemia e antes de se dar a
reperfusdo permanente. Estes autores demonstraram que
o PrCl foi téo eficaz quanto o PoCl na prevencéo das
lesdes de reperfusdo. Estes bons resultados foram obser-
vadostambém por outrosautoresnaisquemiamiocardica,
rend, cerebral e damedulaespinhal®.

Assim, considerando as atuais evidéncias do
valor do PoCl em minimizar aslesdesteciduais decor-
rentes do processo de isquemia e reperfuséo, torna-se
defundamental importancia, e € objetivo deste estudo,
avaliar a capacidade do PoCl de minimizar a injuria
tecidual intestinal no processo deisquemiae reperfusio
mesentérica.

MATERIAISE METODO

Este estudo obteve aprovacdo prévia do Co-
mité de Etica da Universidade Federal de Mato Gros-
so do Sul. Foram seguidas as normas do Colégio Bra-
sileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Animais estudados

Foram estudados vinte ratos (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia), da linha-
gem Wistar, machos, adultos, com peso variando de
270 a 350 gramas, com médiade 305 gramas, proveni-
entes do Biotério da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul.
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Grupos constituidos

Os animais foram distribuidos nos seguintes
grupos (figural):

-Grupo A — Isguemia e Reperfuséo: Dez ratos
submetidos a isgquemia intestinal por 30 minutos por
oclusdo da artéria mesentérica cranial com clampe
vascular, seguida por reperfusdo de 60 minutos.

-Grupo B — Pds-condicionamento isquémico:
Dez ratos submetidos ao procedimento de isquemia
durante 30 minutos por oclusdo da artéria mesentérica
cranial com clampe vascular e reperfuséo por 60 mi-
nutos. Entre aisguemia e a reperfusio foram realiza-
dostrésciclosde reperfusdo (dois minutos cada) inter-
calados com trésciclosdeisquemia(dois minutos cada).

Anestesia

Os animais foram pesados em balanca eletro-
nica de precisdo e anestesiados com injecao
intraperitoneal de solucéo de 2:1 de Cloridrato de
Cetamina (Cetamin®), 50mg/ml, e Cloridrato de Xilazina
(Xilazin®), 20mg/ml, respectivamente, nadosede (0,1ml/
100g).

Procedimento cirudrgico

Os ratos foram submetidos a laparotomialon-
gitudinal mediana de aproximadamente quatro centi-
metros, exteriorizagao do intestino delgado, identifica-
¢a0 e disseccdo da artéria mesentérica cranial.

No grupo A, a artéria mesentérica cranial foi
ocluida por clampe vascular atraumatico que perma-
neceu durante trintaminutos (fase deisguemia). Apés
a colocacdo do clampe, o intestino delgado foi
reposicionado na cavidade abdominal e aferidaope-
ratéria foi fechada com sutura continua da pele com
fio de néilon monofilamentar 4-0 (mononylon®). Ter-
minada a fase de isquemia, a parede abdominal foi
novamente aberta pela remocé&o do fio de suturae o
clampe vascular foi retirado, dando inicio a fase de

OROUP A
OROWIPFE . 3

] - |

Figura 1 - Esquema demonstrativo dos periodos de isquemia e

reperfusao nos grupos A e B (os nimer os correspondem ao tempo

em minutos).




Rev bras Coloproct
Abril/Junho, 2008

reperfusdo, com duracéo de 60 minutos. Nosdoisgru-
pos, iniciada a fase de reperfusdo, o abdome foi no-
vamente fechado por sutura continuada pele com fio
de néilon monofilamentar 4-0 até o término do expe-
rimento.

No grupo B, realizou-se afase deisquemia (30
minutos) e reperfusdo (60 minutos). Precedendo afase
de reperfusdo foi realizado o pds-condicionamento
isquémico por meio de trés ciclos de reperfusdo (reti-
rada do clampe vascular atrauméatico da artéria
mesentéricacrania) com duragdo de dois minutos cada,
intercalados com trés ciclos de isquemia (oclusdo da
artéria mesentérica cranial por clampe vascular
atraumético), também com durag@o de dois minutos
cada.

Completadaafase dereperfusio, nosdoisgru-
pos, aparede abdominal foi novamente aberta pelare-
moc&o do fio de sutura, e foi ressecado um segmento
de aproximadamente um centimetro do ileo, cinco cen-
timetros proximal atransicao ileocecal, o qual foi aber-
to em sua borda antimesentérica, lavado com solugéo
salina e colocado em solugéo de formaldeido a 10%
paraposterior analise histol égica.

Os animais foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento do plano anestésico.

Estudo histopatol6gico

Os segmentos intestinais ressecados, apos fi-
xagdo em solucdo de formaldeido a 10%, foram sub-
metidos a processamento histoldgico, e aslaminasfo-
ram coradas por hematoxilina-eosina, e analisadas a
microscopia optica pel o patologista, sem o prévio co-
nhecimento deste sobre o grupo pertencente de cada
rato, e foram classificadas de acordo com o grau de
lesdo tecidual segundo CHIU e coal.®:

 Grau 0: mucosa sem alteragdes.

* Grau 1: vilosidadesbem congtituidas, semlise
celular ou processo inflamatério, porém, com forma-
¢a0 do espaco subepitelial de Grunhagen.

» Grau 2: presenca de lises celulares, forma-
¢80 do espaco subepitelial de Grunhagen e espagamento
aumentado entre as vilosidades.

e Grau 3: destruicdo da porcao livre das
vilosidades, presenca de capilares dilatados e de célu-
lasinflamatorias.

* Grau 4: destruicéo estrutural dasvilosidades,
havendo apenas esbogo de algumas, formadas por cé-
lulasinflamat6rias e material necrético, com hemorra-
giae ulceragdo glandular basal.
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 Grau 5: destruicdo de toda tunica mucosa,
ndo mais sendo observada qualquer estrutura glandu-
lar, mas apenas material amorfo depositado sobre a
tela submucosa.

Andlise estatistica

Osresultados obtidos foram submetidos atra-
tamento estatistico, aplicando-se o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo estabelecido o
nivel de significanciade p < 0,05. Foi utilizado o pro-
grama Bioestat 2.0.

RESULTADOS
Apbs aandlise histol6gicado grau de lesdo da

mucosa intestinal segundo Chiu e col.®, encontrou-se
0s seguintes resultados (tabela 1 e grafico 1):

=
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Gréfico 1 - Grafico comparativo da andlise histol 6gica dos graus
delesdo intestinal dos grupos A e B segundo Chiu e col.®.

Tabela 1 - Resultados da analise histol 6gica dos graus
de lesdo tecidual da mucosaintestina dos gruposA e
B segundo Chiu e col.®

Ratos Graus de Lesdo Tecidual
GrupoA Grupo B
1 3 0
2 3 1
3 3 3
4 3 1
5 4 2
6 4 1
7 4 0
8 4 0
9 4 1
10 3 1
M édia 3,5 1
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No grupoA, amédiado grau de lesdo tecidual
foi 3,5. Metade dos animais deste grupo tevelesdo grau
3 e aoutra metade grau 4.

No grupo B, amédiado grau de lesdo tecidual
foi 1. Trés animais ndo tiveram lesdo (grau 0), cinco
tiveram lesdo grau 1, um grau 2 e um grau 3.

Aplicando-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, observou-se que houve diferenca es-
tatisticamente significante entre os grupos A B
(p=0,0002).

DISCUSSAO

Desde que Parks e Granger® demonstraram
os efeitos | esivos das espéci es reativas toxicas do oxi-
génio (ERTO) produzidas durante a reperfusio, mui-
tas pesquisas foram desenvolvidas em busca de um
farmaco que pudesse bloguear este processo afim de
minimizar o dano celular e orgénico da isquemia e
reperfusao’.

Com os conhecimentos adquiridos a respeito
dafisiopatologia deste processo, parece ser este 0 ca-
minho paracomplementar astécnicas de reperfusdoja
desenvolvidas, mas que infelizmente ndo alteraram de
maneira significativa a mortalidade da isquemia
mesentérica.

Provavelmente os melhores resultados no con-
trole da producédo das ERTO se obteve com o PrCl,
conforme se demonstrou em indmeras publicacdes que
se seguiram asde Murry e col.®, inclusive naisguemia
e reperfusdo mesentérica. Entretanto, ha pouca
aplicabilidade clinica para o PrCl em situacdes de
isquemia mesentérica, uma vez que no momento do
diagnostico jaexisteisquemia. E por este motivo que o
PoCl tem maior interesse neste aspecto, umavez que
se comprovada sua eficécia, muitas serdo as situagoes
clinicas com possibilidade de emprego deste método.

O PoCl tem apresentado resultados semel han-
tes ao PrCl na prevencdo das lesfes resultantes do
processo de isquemia e reperfusdo. Entretanto, no
momento existe apenas uma publicagdo™ que demons-
traser este método provavel mente semel hante ao PrCl
quanto ao seu efeito neste processo na circulacéo
mesentérica.

ZHAO ecol.” foram os primeiros arelatar a
semelhanga dos resultados do PrCl e do PoCl na pre-
vencao das|esdes decorrentes do processo deisquemia
ereperfusio. O estudo foi realizado em cées, redlizan-
do-se oclusdo da artéria descendente anterior esquer-
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dapor 60 minutos e reperfusdo por trés horas. O PrCl
foi efetuado por um ciclo deisquemiacom duragéo de
cinco minutos e reperfusdo de dez minutos. O PoCl
consistiu de trés ciclos de reperfusdo e isquemia com
duragd@o de 30 segundos cada. A érea de infarto foi
semel hante nos grupos do PrCl e do PoCl, e significa-
tivamente menor gue no grupo controle.

A maioriados estudos que analisaram os efei-
tosdo PoCl foram realizados naisquemiae reperfusdo
miocérdica. DONATO e col.*? compararam o PrCl e
0 PoCl em coragdes isolados de coelhos, realizando
isquemiae reperfusdo de 30 minutos. O PrCI foi reali-
zado por um ciclo de isquemia e reperfusdo de cinco
minutos cada, e, 0 PoClI por doisciclosdereperfusdo e
isquemiade 30 segundos cada. Concluiram que o PoCl
reduz o tamanho do infarto namesmamagnitude que o
PrCl, sem modificar a disfuncéo ventricular pés-
isquémica.

Estes resultados também foram obtidos por
DARLING e col.® em estudo experimental avaliando
infarto em coragdes de coelhos. O PoCl foi capaz de
minimizar a &rea de infarto em comparag&o ao grupo
controle, realizando-se quatro ciclos de reperfuséo e
isguemia com durag&o de 30 segundos antes de se dar
a fase de reperfusdo.

O PoCl também demonstrou ser eficaz napre-
vencdo das lesBes de isquemia e reperfusdo experi-
mental na medula espinhal#, rins®® e cérebro’®.

O PoCl foi também analisado em seres huma-
nos. STAAT e col.' relataram seu efeito benéfico re-
alizando reperfusdo intermitente durante angioplastia
em pacientes com infarto agudo do miocardio, tendo
observado reducdo da injaria miocardica. Também
LOUKOGEORGAKIS e col.”® realizaram estudo ex-
perimental em seres humanos em que provocavam
isguemia transitéria no membro superior seguida de
reperfusdo, observando efeito protetor do PoCl.

O mecanismo de protecdo do PoCl no proces-
so de isquemia e reperfusdo mesentérica ainda néo é
totalmente claro, mas existem evidéncias de que o PoCl
possaestar relacionado aumadiminuico significativa
nos niveisde malondialdeido e produtosrel acionados a
peroxidacdo lipidica. Estas observactes sugerem uma
reducdo na produgdo de ERTO e menor injuriamedia-
da por oxidantes com o PoCl”.

Uma producéo abundante de ERTO du-
rante a fase inicial da reperfusdo tem sido implicada
como o principal fator napatogénesedainjuriatecidual.
O pico de producéo de ERTO ocorre entre 0 primeiro
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€0 sétimo minuto apds o inicio da reperfusdo, embora Desta forma, acredita-se que os resultados
sgjam detectavels tais substancias em periodos mais encontrados neste trabalho demonstram que, de forma
tardios®™. O PoCl age nesta fase de forma ainda ndo semel hante ao que se apresenta na literatura, também
totalmente esclarecida, provavelmente atenuando a naisquemia e reperfusdo mesentérica de ratos o PoCl
producdo de ERTO pelaliberago paulatina de oxigé- exerceu efeito protetor.

nio aos tecidos®. Por este motivo realizou-se no pre-

sente estudo o PoCl logo apds aisquemia, realizando- CONCLUSAO

seciclos curtos de reperfuso eisguemia, umavez que

ainda ndo ha uma definicéo de qual o melhor tempo a O pbs-condicionamento isquémico foi capaz de
ser utilizado nestes ciclos, nem tampouco o nimero de minimizar alesfo tecidud namucosaintestind deratossub-
ciclos que levaria aos melhores resultados. metidos a0 processo deisquemiae reperfusio mesentérica

ABSTRACT: It isknown that the preconditioning hasthe capacity to minimizethe current lesions of theischemia and reperfusion
process. Recently it was described that the postconditioning presents similar results in miocardic ischemia and reperfusion,
brain, kidneys and of the spinal cord, but there are no reports of use of this method in the mesenteric ischemia. Objective: The
objective of this study is to evaluate the effect of the postconditioning on the tissue lesion in the intestinal mucosa of rats
submitted to the ischemia and reperfusion process. Method: 20 Wistar rats were studied, distributed in two groups: group A, in
that was done mesenteric ischemia (30 minutes) and reperfusion (60 minutes); group B, mesenteric ischemia and reperfusion
and, preceding the beginning of the reperfusion, the postconditioning was accomplished. At the end, it wasdried up a segment of
the small intestine for histological analysis. The results were evaluated by the Chiu’s classification and the statistical treatment
was proceeded. Results: The averages of the degrees of tissue lesion were: group A, 3,5; group B, 1. The difference between the
groups was statistically significant (p <0,05). Conclusion: The postconditioning was capable to minimize the tissue lesion in the
intestinal mucosa of rats submitted to the mesenteric ischemia and reperfusion process.

K ey words: Ischemia; Reperfusion; Postconditioning; Preconditioning; Rats; Animal experimentation.
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